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٣٨        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  و تغييرات ١٨ و ١٦بررسي شيوع پاپيلوما ويروس انساني تيپ 
  مريSCC مورد ٥٠ در P53بيان پروتئين موتانت 

         ،محمد رضا زهيديدكتر **،عباسعلي نيازي دكتر**،دكتر عباسعلي اميدي **، دكتر محمد رضا عباس زادگان* 
 غفار زادگانكامران دكتر** ،دكتر خديجه جامي الاحمدي* ،مهران غلامين*

 دانشگاه علوم پزشكي مشهد، پژوهشكده بوعليمركز تحقيقات ايمونولوژي  ،آزمايشگاه ژنتيك انساني*
  دانشگاه علوم پزشكي مشهد، دانشكده پزشكي ،بخش پاتولوژي بيمارستان قائم**

 
 خلاصه 

ه است كه يك انتهاي آن ناحيـه شمـال ايـران و         نواحي جغرافيايي با شيوع بالاي سرطان مري به عنوان كمربند سرطان مري شناخته شد             
.  اسـت (HPV) مري، پاپيلوما ويروس انسـاني  SCCيكي از عوامل متعدد مطرح شده دربروز . انتهاي ديگر آن در شمال چين مي باشد       

اين مطالعـه  . ست مري را نشان داده ا   SCCمطالعات متعددي در سراسر دنيا ، به خصوص نواحي با شيوع بالا ، همراهي اين ويروس با                  
 مري انجام گرفته است و از آن جا كـه مكانيسـم        SCC در نمونه هاي     HPV ، به منظور بررسي وجود ژنوم        ١٣٧٦-١٣٨١در سالهاي   

 نيـز مـورد مطالعـه قـرار         P53 مي باشد ، تغييرات همزمان پروتئين        P53 و   Rb از طريق غير فعال كردن پروتئين        HPVسرطان زايي   
 .  مري ، نقش سببي آن نيز بررسي گرددSCC با HPVزان همراهي گرفت تا علاوه بر مي

 ، انتخاب گرديد كه پس      ١٣٧٦-١٣٨١ مري از بيمارستان قائم مشهد از سالهاي         SCC مورد   ٥٠جهت مطالعه ، بلوكهاي پارافيني      
از پرايمرهـاي اختصاصـي    ، با اسـتفاده  ١٨ و ١٦ تيپ   HPV نمونه قابل بررسي جهت جستجوي ژنوم        ٤٥روي    ، بر  DNAاز استخراج   

 منفـي  ١٨ تيـپ  HPV مثبت و تمام نمونـه هـا بـراي    ١٦ تيپ  HPVنمونه ها از نظر %) ٢٠( مورد ٨.  انجام شدPCR آزمايش E7ژن 
 مورد مثبت و در ٥٠از %) ٧٤( مورد ٣٧ با استفاده ازتكنيك ايمونوهيستوشيمي،  در   P53بررسي تغييرات بيان پروتئين موتانت      .  بودند
 HPV منفي بودند كه مطابق با انتظار ما از نحـوه سـرطان زايـي          P53مثبت از نظر بيان      HPVتمام موارد   . منفي بود %) ٢٦(ورد   م ١٣

 .  مري نقش داشته باشدSCC مي تواند در بروز HPV با توجه به درصد همراهي به دست آمده، احتمالاً. مي باشد
 P53 , PCR , HPV ,SCC,Esophagous: كلمات كليدي 

 
 مقدمه  

سرطان مري يكي از شايعترين بدخيمي ها  مي باشد كه از نظر             
جغرافيايي، در برخي از نقاط دنيا كه به كمربند سـرطان مـري             

ايـن كمربنـد از شمـال      . معروف است، شيوع بسيار بـالايي دارد      
ماننـد ديگـر سـرطاا،      ). ١٠(ايران تا شمال چين گسـترش دارد      

مري ذكرشده اسـت كـه       SCCي  عوامل اتيولوژيك زيادي برا   
شامل عادات غذايي، عوامـل محيطـي ماننـد آب، برخـي مـواد              
ــابقه برخـــي بيماريهـــاي مـــري مـــي باشـــد   معـــدني و سـ

يكي از عواملي كه اخيراً مورد توجه قرار         ). ٢١،١٦،١٤،١١،٩(
ــرطان زا    ــهاي س ــت ويروس ــه اس ــه گرفت ــوص ب  HPVخص

 ـ      )١٨،١٩(باشد  مي  ف دنيـا بـر    كه مطالعات زيادي در نقاط مختل
 .روي آن انجام شده است

   مجموع اين مطالعات نشان دهنـده شـيوع بـالاي عفونـت    
HPV مناطق با فراواني بالاي      در SCC      مري و شيوع پائين آن

در ايـن   . )١جـدول   (در مناطق با ميزان ابـتلاء كـم مـي باشـد             
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 دكتر محمد رضا عباس زادگان

٣٩        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                    

 HPV  مري از نظر ميزان عفونـت بـا           SCC مورد   ٥٠مطالعه  
 P53ين تغييرات بيان پـروتئين موتانـت     بررسي گرديده و همچن   

 مـورد   ، داراي اهميت مي باشـد     HPVكه در سير سرطان زايي      
 . مطالعه قرار گرفت

 مواد و روش كار 
 مورد بلوكهـاي پـارافيني، بيمـاران        ٥٠اين مطالعه برروي    

مبتلا به سرطان مري كه بعد از جراحي به آزمايشـگاه آسـيب              
 .  انجام گرديد، شده بودشناسي بيمارستان قائم مشهد ارسال

  HPVروش بررسي 
 از بلوكهاي پارافيني انتخاب شده در شرايط         :DNAاستخراج   

 قـرار   ب ميكروني يه و در ميكروتيـو      ٥ الي   ٤ برش   ٥استريل  
با استفاده از گزيلول ، پارافين بافتها حذف شد و سـپس     . گرفت

 هضـم و   ، بافتK با استفاده از بافر استخراج حاوي پروتئيناز 
DNA١٥( استخراج گرديد .( 

 ي Amplification:  DNA جهــت DNAبررســي قابليــت 
استخراج شده ابتدا توسط پرايمرهاي اختصاصي ژن بتا گلـوبين           

PCR       شد و نمونه هايي كه Amplification      اين ژن را نشان  
 .  انتخاب گرديدHPV جهت مطالعه براي ،دادند

 بـا  ١٨ و ١٦ تيـپ   هـاي  HPV از ژنـوم     E7جستجو براي ژن    
ــتفاده از روش  ــا :PCRاســـ ــك    بـــ ــتفاده از يـــ  اســـ

ــي ژن    ــر اختصاص ــت پرايم ــوالي HPV 16 E7 جف ــا ت   ب
) F-5′ TGT GTC CTG AAG AAA AGC AAA GAC  و R-5′ 

AGC TGT CAT TTA ATT GCT CAT AAC AGT A(   و يـك 
 F-5′ CGA ACC ACA ACG( با توالي E7جفت پرايمر اختصاصي ژن

TCA CAC AAT و  R-5′ GCT TAC TGC TGG GAT GCA CA(  بـراي 
HPV تست،١٨ تيپ  PCR    به صورت جداگانه برروي نمونـه هـا

 .انجام گرديد
 HPVازژنـوم  E7  جهت تكثير قطعات ژني PCR شرايط 

 : به شرح ذيل مي باشد١٨و١٦تيپ 
 استخراج شده از بافت به ميكروتيوپ حـاوي         DNAميكروليتر از    ١

 Primer 0.5µmol/l, Taq Pol.0.6U, dNTP 200µM, 
MgCl2 1.5Mm ــايي   افــزوده و ميكروليتــر٢٥بـه حجــم  

ــا. رســانده شــد ــال ســيكلردســتگاه اســتفاده از  ســپس ب  ترم

Perkin Elmer 480) (  ــايي  ٣٥و ــرايط دم ــيكل در ش   س
°C ثانيه ،    ٣٠ به مدت    ٩٥°C ثانيه،   ٣٠به مدت    ٥٥°C ٧٢ 

 .د انجام گرديPCR دقيقه آزمايش ١به مدت 
 ،HPV 16 E7 انــدازه قطعــه تكــثير يافتــه در مــورد 

224b.p.   و در موردHPV 18 E7، 159b.p.پس .  مي باشد
ــام  ــاروز  PCRاز انج ــرآورده آن در ژل آگ ــد ٥/١ ، ف  درص

يوم برومايـد  تيـد الكتروفورز و بـا اسـتفاده از رنـگ آميـزي ا           
 . )١شكل (بررسي گرديد 

 P53بررسي تغييرات بيـان پـروتئين       
 ش ايمونوهيستوشيميبه رو

 ٤-٥ مورد بلوك پـارافيني انتخـاب شـده برشـهاي            ٥٠ از  
 Cell marqueبا استفاده از كيت هـاي   ميكرون يه گرديد و

 تحـت  ، مـي باشـد   Do7 كه حاوي آنتي بادي كلون       DAKOو  
 P53رنگ آميزي ايمونوهيستوشـيمي بـراي پـروتئين موتانـت           

 . قرار گرفت
 

 نتايج 
العه كـه بـراي ژن بتـاگلوبين توسـط       نمونه مورد مط   ٥٠از  
 نمونه كه از لحاظ كيفي مناسب       ٤٥ بررسي گرديد،    PCRتست  

 ١٦ تيـپ    HPV ژنوم   E7 براي ژن  PCRبود تحت انجام تست     
در مـورد    . با استفاده از پرايمـر اختصاصـي قـرار گرفـت           ١٨و  

HPV هيچ مورد مثبتي پيدا نشد١٨ تيپ ،. 
مثبت % ) ٢٠(ونه   نم ٤٥ نمونه از    ٨ ،   ١٦ تيپ   HPV ازنظر  

 به تفكيك جنسـيت     ١٦ تيپ   HPVهاي مثبت و منفي       نمونه. بود
  ارتباط بين نتـايج مثبـت و منفـي       . ارائه شده است   ١در نمودار   

HPV   با درجه تمايز تومور مورد بررسي قرار گرفـت          ١٦ تيپ 
 : و نتايج آن به شرح ذيل مي باشد

ستوشـيمي   نمونه مورد مطالعـه ، رنـگ آميـزي ايمونوهي          ٥٠ از  
مثبـت و   %) ٧٤( نمونـه    ٣٧ به عمل آمد كه      P53براي پروتئين   

 از نظـر    P53موارد مثبـت و منفـي       . منفي بود %) ٢٦( نمونه   ١٣
درجه تمايز تومور مورد بررسي قرار گرفـت كـه نتـايج آن در               

 .  ذكر شده است٣جدول شماره 
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 P53 پروتئين موتانت ا در سرطان مري و همراهي آن بHPVشيوع ويروس 

 

٤٠        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

  مري در مطالعات مختلفSCC با HPVفراواني همراهي : ١جدول 
نمونه مورد تعداد 

 مطالعه

درصد همراهي با 

HPV 
  مريSCCشيوع 

منطقه مورد 

 مطالعه

شماره 

 مرجع

٢٢ 

١٥٢ 

١١٧ 

٥١ 

١٢١ 

١٠٣ 

٤٥ 

٢١ 

١٧ 

٢ 

٠ 

٠ 

 بالا 

 بالا

 بالا

 پائين

 پائين

 پائين

 آلاسكا

 چين

 چين

 شمال آمريكا

 اسلوني

 ژاپن

١ 

١٢ 

٥ 

١٥ 

١٧ 

٢٠ 

 
ــدول  ــايج  : ٢ج ــه نت ــپ HPVمقايس ــايز تو  ١٦ تي ــه تم ــا درج ــور ب  م

)٢ = ٩٤/٠ X ، ٦٢/٠ = p ، ٢ = df(. 

 مثبت منفي
HPV ١٦ تيپ 

 درجه تمايزتومور
٨ 
١٩ 
١٠ 

٣ 
٣ 
٢ 

 خوب
 متوسط
 ضعيف

 
  ) با درجه تمايز تومورP53مقايسه نتايج ايمونوهيستوشيمي  : ٣جدول 

)٢ = ٧١/٠ X ، ٦٩/٠ = p ، ٢ = df.( 

  P53 مثبت منفي
 درجه تمايزتومور

٤ 
٥ 
٤ 

٨ 
١٩ 
١٠ 

 خوب
 متوسط
 ضعيف

 
 P53 و ١٦ تيپ HPVمقايسه نتايج : ٤جدول 

 مثبت منفي
HPV ١٦ تيپ 

P53 

 مثبت ٠ ٣٥

 منفي ٨ ٢ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 مثبـت و    ١٦ تيپ   HPVنمونه هاي   : ١نمودار  
 .منفي به تفكيك جنس

 
 
 
 
 
 

  HPV ويـروس   E7  درصـد مربـوط بـه تكثيـر ژن     ٥/١ژل آگـاروز  : ١شـكل  
 ١٦تيپ 

  استاندارد وزن ملكولي: ١شماره نمونه 
 كنتزل منفي  : ٢نمونه شماره 
 كنترل مثبت: ٣نمونه شماره 
نمونـه هـاي مربـوط بـه بلوكهـاي پـارافيني             : ٨و٧و٦و٥ و ٤نمونه شماره   

 .ESCCبيماران مبتلا به 
 بحث 

ــه   ــا از جمل در مطالعــات مشــابه كــه در نقــاط مختلــف دني
  ،انجام گرفته است  ) ١٥(ا، شمال آمريك  )١( ، آلاسكا )٨،٥،١٢(چين

مري در نـواحي بـا   SCC  در نسج سرطاني HPVوجود ژنوم 
 به اثبات رسيده  است، درحاليكه در نواحي         SCCشيوع بالاي   

 پيـدا نگرديـده و يـا مـوارد مثبـت            HPVبا شيوع پائين، ژنوم     
 ). ٧،١٧،٢٠(ناچيز بوده است

 SCCاين مطالعه بر روي بلوكهاي پارافيني افراد مبتلا بـه           
 ويـروس   E7اي كـه بـراي ژن          نمونـه  ٤٥از  . مري انجام گرديد  

HPV   مثبـت بـوده    %) ٢٠( مـورد    ٨ بررسي گرديـد ،      ١٦تيپ
 در ساير مناطق بـا خطـر بـالاي    HPVاست كه با ميزان شيوع   

SCC١جدول ( مري مطابقت دارد.( 
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 دكتر محمد رضا عباس زادگان

٤١        ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                    

ــك    ٥٠از  ــتفاده از تكني ــا اس ــه ب ــه ك ــورد مطالع ــه م  نمون
ميزي گرديد ، از نظـر تغـييرات         رنگ آ  P53ايمونوهيستوشيمي  

 مورد ١٣مثبت و %) ٧٤( مورد ٣٧  P53بيان پروتئين موتانت 
 ١٦ تيـپ    HPV ژنوم   PCRنتايج مربوط به    . منفي بود %) ٢٦(

 ٤ مقايسه گرديد كه در جـدول        P53با نتايج ايمونوهيستوشيمي    
 . نشان داده شده است

، مشخص مي شود كه در هيچ مـوردي         ٤با توجه به جدول     
HPVو  P53  به طور همزمان در يك نمونه مثبت نبوده اسـت و

 منفي هستند، كه اين نتايج      P53 مثبت از نظر     HPVتمام موارد   
.  مـي باشـد    HPVتائيد كننده مكانيسم سرطان زايي ويـروس        

 ، از طريــق ١٨ و ١٦ پرخطــر ماننــد تيــپ HPVويروســهاي 
، قادر به ناپايدار كردن سـلولها از طريـق          E7و  E6پروتئين هاي   

  P53 وRbغـــير فعـــال كــــردن و تجزيـــه پروتئينــــهاي    
بنابراين انتظار مي رود كه درسرطاايي كه       ). ٣،٢٠(مي باشند 

HPV   ــيمي ــر ايمونوهيستوش ــش دارد از نظ ــا نق ــروز آ  در ب
 ، كه ميزان تجمع پـروتئين را بررسـي مـي كنـد،              P53پروتئين  

 بـا توجـه بـه نتـايج و بحـث فـوق       ). ١٣،  ٤ ،٣،  ٢(منفي باشـد    
 در مري، نقـش اتيولوژيـك       HPVمي توان براي سرطان زايي      

 .احتمالي قائل شد
 از نظر شـيوع بـين زن و مـرد          ١٦ تيپ   HPVموارد مثبت   

 از كـل نمونـه هـاي مـورد مطالعـه           . مورد بررسـي قرارگرفـت    
 HPVونـه اي كـه از نظـر     نم٨)  مورد مـرد ٢٨ مورد زن ، ٢٢(

%) ٢٥( مورد زن ٢و %) ٧٥(  مورد مرد  ٦ مثبت بودند    ١٦تيپ  
 بـوده   ٣/١: ١نسبت مرد به زن در جمعيت مـورد مطالعـه           . بود

 تيپ  HPVاست ، در حاليكه نسبت مرد به زن در موارد مثبت            
دهـد    نشـان مـي    ٢نتايج موجود در جدول     .  مي باشد  ٣:١ ،   ١٦

مـور   با درجـه تمـايز تو      ١٦ تيپ   HPVكه بين نتايج مربوط به      
همچـنين  . هيچگونه ارتبـاط آمـاري معـني داري وجـود نـدارد           

مطالعات آماري هيچگونه ارتباط معني داري بين نتايج مربـوط        
با درجـه تمـايز تومـور    P53 به رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي 

 .نشان نمي دهد ) ٣جدول (

از اين مطالعه مي توان چنين نتيجه گرفت كه در ايران نيـز             
HPV  در نمونه هاي  SCC   مري وجود داشته و ممكن اسـت بـه 

عنوان يك عامـل خطـر بـه صـورت مسـتقل ويـا بـه صـورت              
 مـي توانـد   HPV همچنين. سينرژيسم با عوامل ديگر عمل نمايد    

به عنوان عامل بي ثبات كننده سلول براي ديگر عوامل سرطان           
 . زاي محيطي نقش داشته باشد

 تقدير و تشكر  
وهشي دانشگاه علوم پزشـكي     در پايان از معاونت محترم پژ     

مشهد به جهت همكـاري در اجـراي ايـن پـروژه ونيزهمكـاران          
محترم بخش ژنتيك انساني پژوهشكده بوعلي، بخـش پـاتولوژي          

 و سركار خـانم قـاسمي تشـكر و قـدرداني           ) عج(بيمارستان قائم   
 .گرددمي 
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